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Beschreibung 
Bio-Chip 

Die Erfindung betrifft einen Bio-Chi P/ insbesondere DNA-Chip, 
gemaB dem Oberbegriff des Patentanspruches . 

Bio- bzw. DNA-Chips umfassen einen Flachtrager, auf dessen 
emer Seite wenigstens ein Spot-Array, also eine rasterartige 
Anordnung von Analysepositionen vorhanden ist. Die Spots ent- 
halten auf der Trageroberf lache immobilisierte Sonden- oder 
Fangermolekiile, beispielsweise Oligonucleotide. In einer auf 
einen Spot applizierten AnalytlSsung enthaltene Zielmolektile 
beispielsweise DNA-Bruchstticke koppeln an die Fangermolekiile 
an. Dle Umwandlung solcher Koppel- bzw. Bindungsereignisse in 
detektierbare Signale erfolgt mit optischen, piezoelektri- 
schen, elektrochemischen, kalorimetrischen oder impedanz- 
spektroskopischen Methoden. 

Bei einem aus DE 196 10 115 C2 bekannten impedanzspektrosko- 
pisch auslesbaren DNA-Chip ist auf einer Sensorflache eine 
mterdigitale Elektrodenanordnung vorhanden, wobei Fangermo- 
lekUle auf den Elektroden und den zwischen den Elektroden an- 
geordneten Flachen immobilisiert sind. Die Ankopplung von 
Zielmolektilen an die Fan germole kale ftlhrt z.B. aufgrund von 
Ladungsanderungen zu einer Anderung des von den Elektroden 
erzeugten elektrischen Wechself eldes bzw. allgemein zu einer 
Anderung einer elektrischen Eigenschaft in der Umgebung der 
Elektroden, z.B. der Impedanz. Eine Messung einer Impedanzan- 
derung lasst mit einer beispielsweise 2-poligen interdigita- 
len Elektrodenanordnung durchftihren, bei der die Elektroden 
aus mehreren Teilelektroden gebildet sind. Problematisch bei 
dzeser Art der Detektion von Bindungsereignissen ist, dass 
sich die Abmessungen der Elektrodenstrukturen urn GroBenord- 
nungen von molekularen Dimensionen unterscheiden. Mit noch 
vertretbarem technischen Aufwand lassen sich Elektroden her- 
stellen, mit deren Breite und Abstand zusammengenommen einen 
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Der impedanzspektroskopisch erfassbare Bereich des elektri- 
schen Feldes einer solchen Elektrodenanordnung erstreckt sich 
etwa 1 bis 5 L (=2 bis 100 m) ober die Trageroberf lache 
bzw. dxe von der Elektrodenanordnung aufgespannte Planebene 
hxnaus. Dagegen hat ein beispielsweise 100 Basenpaare aufwei- 
sendes FangermolekUl eine Lange von nur etwa 30 nxa. Entspre- 
chend gering 1st der Einfluss von Bindungsereignissen in ei- 
ner auf der Sensorf lache bzw. den Elektroden immobilisierten 
unxmolekularen Schicht von FangermolekUl en auf das elektri- 
sche Feld, insbesondere dann, wenn nur wenige Bindungsvorgan- 
ge stattfxnden. In „Nanoscaled interdigitated electrode ar- 
rays for biochemical sensors', P. van Gerwen et al, Sensors 
and Actuators B 49, 1998/ 72 - 80 wird zur L5sung des ange- 
sprochenen Problems eine Annaherung der Dimensionen von 
Elektrodenstrukturen an die Dimensionen von DNA-ZielmolekUlen 
vorgeschlagen, wobei Elektrodenstrukturen mit Teilelektroden 
angestrebt werden, deren Breiten und gegenseitigen Abstande 
etwa am Bereich von 250 bis 500 nm liegen. Solche Dimensionen 
sxnd D edoch mit einem erhohten Herstellungsaufwand verbunden. 

Aufgabe der Erfindung ist es, einen kostengUnstig herstellba- 
ren xmpedanzspektroskopisch auslesbaren DNA-Chip mit verbes- 
serter Sensitivitat vorzuschlagen. 

Die Aufgabe ist erf indungsgemaA durch die Merkmale des Pa- 
tentanspruchs 1 gelost. Bei der Erfindung ist die Elektroden- 
anordnung zumindest teilweise in eine fUr Zielmolekule durch- 
lassxge hydrophile Reaktionsschicht eingebettet, in der immo- 
bxlxsxerte FangermolekUle dreidimens'ional verteilt sind Die 
Reaktionsschicht ist dabei so dimensioniert, dass sie von dem 
tiberwxegenden Teil des von der Elektrodenanordnung erzeugten 
elektrischen Feldes bzw. von deren impedanzspektroskopischen 
Erfassungsbereich durchdrungen ist. Ein Vorteil eines solchen 
Bxochaps ist zunachst, dass innerhalb der Reaktionsschicht 



v 




15 



20 



30 



3 



35 



wirlrr ntli r 5rfiBSre AnZShl *° n "^"^ angeordnet 
werden kann als in einer unimolekularen Schicht auf der Tra- 

geroberflache und auf den Oberflachen der Elektroden. Hinzu 
konunt aber noch, dass die Abmessung der Reaktionsschicht an 
den vom elektrischen Feld bzw. von dessen Feldlinien durch- 
drungenen Raum angepasst ist, so dass eine groBe Anzahl bzw. 
erne hohe Konzentration von FangermolekUlen rait etwa homoge- 

„ T " ±nnerhalb des genannten Erfassungsbereiches 

vorhanden ist. Die Foige ist eine weitaus greBere Beeinflus- 
sung des elektrischen Feldes bzw. des impedanzspektroskopi- 
schen Erfassungsbereiches der Elektrodenanordnung. Ein derart 
ausgestalteter DNA-chip weist eine entsprechend groBere Mess- 
empfindlichkeit bzw. SensitivitSt auf. 

Bei einer bevorzugten Ausgestaitung weist die Reaktions- 
schioht eine Dioke auf, die etwa im Bereich von 1 - 5 L 
liegt Dadurch ist gewahrleistet, dass einerseits ein Bereich 
des elektrischen Feides mit relativ hoher Feldliniendichte 
zur Detektion von Bindungsereignissen genutzt wird und ande- 
rersezts die Dicke der Reaktionsschicht nicht so groB ist, 
dass sie das Eindif fundieren von Zielmolektilen und Reaktanten 
behzndert. Bei Elektrodenbreiten im Bereich von etwa 1 pm und 
ebensoichen Abstanden betrtigt die Dicke der Reaktionsschicht 
vorzugsweise 2 bis 100 um. 

Mit einer bis etwa 95 °c thermisch stabilen Reaktionsschicht 
ist exn DNA-Chip der in Rede stehenden Art fUr PCR-Reaktionen 
anwendbar. Therxaisch stabil soil dabei bedeuten, dass die Re- 
aktionsschicht auch bei der genannten Temperatur derart be- 
schaffen ist, dass sie sich nicht auflost, dass sie Fangermo- 
lekaie festhalt, dass in ihr Reaktionen zwischen Ziel- und 
Fangermolektllen ungehindert stattfinden k6nnen und dass sie 
auch ihre sonstigen Eigenschaf ten im wesentlichen beibehalt 
Bei einer weiteren bevorzugten Ausgestaitung enthalt die Re- 
aktionsschicht Polymere mit Kopplungsgruppen, an die Fanger- 
molekule kovalent gebunden sind. Dadurch ist sicher gewahr- 
leistet, dass Bindungspaare aus Ziel- und Fangermolektllen bei 
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SpUlvorgangen wahrend des Analysenganges in der Reaktions- 
schzoht zurackgehalten warden. Eine besonders geaignata Reak- 
tronssohlcht besteht aus einem Hydrogal. Hydrogala biiden ain 
wassrrges Milieu in mechanisch stabiler Form, das ainen 
Stoffaustausch mit ainam uberwiegend wassrigen Analytan er- 

b T h f 8 b : S ° nderS 9eelgnet hab - «** radikalisoh varnatz- 
bare Hydrogele auf Aorylamidbasis Mit Maleinsaureanhydrid 
und/odar Glycidyl <meth> acrylat als Kopplungsgruppen arwiaaan. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsform umfaast dar 
Fiachtrager das DNA-Chips eine Siliziumsohicht und aina damit 
verbundene Isoliersohicht, wobei letztere auf ihrar dar Sili- 
zxumschicht abgewandten Seite dia Elektrodenanordnung und dia 
Reaktzonsschicht tragt. Eai ainar solchan Anordnung lasst 
srch die elektrische Verschaltung dar Elaktrodenstruktur mit 
aus der Si-Halbleitartechnoiogie bakannten Analog- und Digi- 
tal-Schaltungen verwirklichen. 

IITIT l inZelh : iten Und V ° rteile *rfindung ergeben sich 

aus der F.gurenbeschreibung von Aus ftihrungsbei spiel en anhand 
der Zexchnung in Verbindung mit den Patentanspruchen. Es zei- 



Fig. 1 eine vereinfachte perspektivische Darstellung eines 

einen Flachtrager und ein Spot-Array umfassenden Bio- 
chips, 

Fig. 2 einen Querschnitt durch einen Spot entsprechend Linie 
II II in Fig. 1, i n vergrofierter ausschnittsweiser 
Darstellung, 

Fig. 3 einen Ausschnitt einer einem Spot zugeordneten Elek- 

trodenanordnung, 
Fig. 4 eine Aus f Uhrungsform eines Biochips mit einer 4-poli- 
gen Elektrodenanordnung in einer Fig. 2 entsprechenden 
Darstellung, und 

5 die Elektrodenanordnung des Biochips von Fig. 4 in ei- 
ner Fig. 3 entsprechenden Darstellung. 
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Wle Fxg. l zergt, umfaaat ein Biochip l einen Flachtrager 2, 

Soft T Se ^ e r r S6ite , * ot -**»y 3 aufgebracht 1st. Ein 

Spot 4 enthalt zmmobiliaierte Fangermolekule, beiapielzweise 
Oligonucleotide, wird auf einen Spot eine ^alytXaLg lit 
unbekannten Zrelmolekulen aufgebracht, so kommt ea bei ent- 
zprechender Oberainatimmung in der Baaenaeguenz zu einer An- 
kopplung dea Zielmolekulz an daa FangermolekUl . Die durch ein 
seiches Bindungsereignis hervorgeruf ene Eigenschaf taanderung, 
z.B Anderungen daa spezifizchen Widerstandes oder der Di- 

i^ad!n 21ta l Sk ° nStante ' "'^ e±ner E1 ^°^nanordnung 5 

impedanzapektroskopisch erfaaat. 

Bei dem Ausfuhrungsbeispiel von Fig. 2 iat eina 2-polige 
Elektrodenanordnung vorhandan. Diese iat beiapieisweiae mit 
Hxlfe ernes photoiithographiachen Verfahrena auf dan Flach- 
trager 2 aufgebracht. Dia Elektrodenanordnung 5 umfasst zwei 

aabrrd°t en '« ? ' "™" ^ ^-^igitaistruktur aua- 

gabrldet srnd. D.h. jede Eiektrode umfaaat mehrere streifen- 
formzge parallel zuainandar verlaufenda Teilelektroden 6a, 
7a, dre arch jeweils i„ den Zwiachenraum zwaier Teilelektro- 

t!", rj 6WeilS and£ren Elektr ° den "inain eratrackan. Dia 
Texlelektroden 6a, 7a aind durch einen ebenfallz straifenfer- 

VelbiL 31 *, qUer " Teilelek *«-an 6a, 7a atrackanden 

Z T T T ^ mitelnander —bunden. Die Elektro- 

den 6 7 srnd mit einar Wachaelapannung z.B. im Megahertzbe- 
rexch beaufschlagt . Die Breite 8 der Teilelektroden 6a, 7a 
betragt ca. 1pm, ihre Ho he 9 betrSgt etwa 100 bia S00 nm 
Zwxachen den Teilelektroden 6a, 7a ist ain Abstand 10 von' 
ebenfalla ca. 1 um vorhanden. 

Der Flachtrager 2 umfaaat eine Siliziumachicht 12 und eine 
zwxachen dieaer und den Elektroden 6, 7 angeordneta Izolier- 
schxcht 13 z.B. aua Siliziumdioxid Oder Siliziumnitrid. Dia 
fur dre xmpedanzapektroakopische Meaaung von Bindungsereig- 
nxasen erforderlichen alaktriachan Verachaltungen und Bautei- 
le sxnd in herkemmlicher Weiae durch eine entaprechenda 
strukturierung der siliziumachicht (nicht dargeatellt) raali- 
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siert. Auf der Isolierschirht- n ,- ef 

unerscmcnt 13 ist erne Reaktionsschicht 3 4 
aus e.ne» Hydrogel aufgebracnt, welches weiter unten ^ 
beschneben wird. 

Ill^.n ^ 61ngebettet und "«—<fn verteilt. Ein FSnger- 

" 0l , nlt 300 » «l-t etwa eine Lange von 100 nm auf 

6 g i"i ein :.T olekuiare scwcht ™ ----- 

oei nerKomitilichen BiochiDs allpnfaiic 4- 

j-ut.iij.ps ax±enfalls etwa erne Dicke ent- 

ZTT d " h Llnie 16 - *ig. 2. Es ist leicht einsehbar, 
das erne seiche Schicht relativ wenige Fanger^lekUle 15 auf- 

iTi: "! d . de r tSPr6Chend Fa " e ™ Bindungsereign Leu 
ler It beT FSld ^ Serin9 beeln »— —gegen- 
TZ enthalt T" ! rfindUn «^- aB - Biochip der Fanger»ole- 
kule enthaltende und von Feldlinlen durohdrungena Reaktions- 
berexch wesentlich erweitert und bietet Flat, for e i„e uT 

:z e z zebnerp r nzen greBere tazahi ™ ^^lekulen". 

Inan spot": T Spot-Arrays 3 b 2 „. auf 

darin 1^ 18 »'»*r«*t, so finden dia 

darin enthaltenen Zielmolekole 19, was in Fig. 2 ebenfalls 
Ubertr.aban gro 6 und nur Syn bolisch dargestellt i s t, eine „e- 
sentHcn grSAere Anzahl ffi o g lichar Bindungspartner in Fo™ der 

ZIT J ^ TOr - Reak «— hiobt 14 ist vorzugs 

" V° d —» 1 °»*«t, bzw. waist eina derartige Dicke auf 

vo a il S st ;n r d PedanZSPektr ° SkOPiSChe Erfassun 9sberlich praktisch 
vollstandxg ausgenutzt ist, was bai einer Dicka der Reakti- 
onsschxcht von etwa 2 bis 100 m der Fall ist. Bei ents P re- 
chender Konzentration von Fangenaolekalen 15 in diese* Be 
rerch kann somrt dar bindungsspezif ische Masseffekt das Bio- 
chips wesentlich erhoht werden. 

riaes e R kt ir SS ° hiCht " ^ S ° besch *«-< ^as sia ein wass- 
so T R h ea " lonsmedl » ™ VarfUgung stent. Weitarhin ist sie 
Reakt ^ ' *" Ziel » o1 — » ° d er auch andere fur eine 
Reason benatigte stoffe, baispielsweise Polymerase, in sia 
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eindiffundieren konnen, ohne das dabei ihre Aktivitat beein- 
trachtigt wird. 



Wie schon oben erwahnt, wird erf indungsgema* ein Hydrogel als 
Reaktionsschicht 14 verwendet. Ein Hydrogel stellt ein wass- 
riges Milieu in mechanisch stabiler Form bei gleichzeitiger 
Gewahrleistung des Stof faustausches in einer tiberwiegend 
wassngen Umgebung dar. Durch Wahl der chemischen Zusammen- 
setzung, was die Komponenten und deren Verhaltnis untereinan- 
der betnfft, konnen die Eigenschaf ten der Hydrogele, wie 
Wassergehalt, Quellverhalten, mechanische Stabilitat, etc. 
tiber weite Bereiche variiert werden. 

Ein Hydrogel, das leicht herstellbar ist, und das eine gute 
Haftung sowohl zur Elektrodenanordnung 5 als auch zur Iso- 
lierschicht 13 aufweist, ist ein radikalisch vernetzbares 
Hydrogel auf Acrylamidbasis, das ein Comonomer enthalt, wel- 
ches eine kovalente Ankopplung entsprechend modif izierter 
Fangermolekule tiber Linkergruppen ermoglicht. Das Hydrogel 
umfasst neben der Monomervorstuf e des Polyacrylamids ein Ver- 
netzungsmittel, wenigstens einen Radikalinitiator, wenigstens 
em Comonomer mit reaktiven Linkergruppen und gegebenenf alls 
wenxgstens einen Weichmacher. Nach Schichtherstellung und an- 
schHefiender thermischer bzw. Fotovernetzung wird ein mit 
Wasser quellbares Hydrogel erhalten, dass reaktive Linker- 
gruppen zur Immobilisierung von Fangermolektilen enthalt. Als 
Vernetzungsmittel werden Methylenbisacrylamid und/oder Dime- 
thylacrylsaureester, beispielsweise Tetraethylenglykoldi- 
methacrylat eingesetzt. 

Durch eine Variation der Konzentrationen des Vernetzungsmit- 
tels lasst sich die Maschenweite des Hydrogels einstellen. 
Das verwendete Comonomer enthalt Maleinsaureanhydrid und/oder 
GlyczdyKmethJacrylat. Als Weichmacher eignet sich Mono-Di- 
und/oder Triethylenglykol . Die genannten Ausgangsstof f e sind 
mit einem polaren, mit Wasser mischbaren LSsungsmittel, vor- 
zugsweise mit Dimethyl formamid vermengt. 
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Durch die Variation des Losungsmittelsanteiles kann die Ver- 
arbeitungsviskositat eingestellt werden. Die Haftung an der 
Flachtrageroberflache sowie an der Elektrodenanordnung 5 kann 
durch Beiiuengung ublicher Haf tvermittler beispielsweise auf 
Silanbasis verstarkt werden. 



In Fig. 4 und 5 ist ein Ausfiihrungsbeispiel mit einer 4- 
polaren Elektrodenanordnung 20 dargestellt. Die Elektrodenan- 
ordnung 20 setzt sich aus zwei Stromelektroden 22, 23 und 
zwex Spannungs- bzw. Sondenelektroden 24, 25 zusammen. Die 
Stromelektroden 22, 23 sind entsprechend der Elektrodenanord- 
nung 5 des Ausfuhrungsbeispiels nach Fig. 2 angeordnet und 
ausgestaltet. Die Sondenelektroden 24, 25 sind ebenfalls 
strexfenfSrmig und erstrecken sich als maanderf ormiger Dop- 
pelstrang durch die zwischen den Teilelektroden 22a und 23a 
vorhandenen Zwischenraume hindurch. Die Stromelektroden 22, 
23 sind mit einem hochfrequenten Wechselstrom beaufschlagt 
An den Sondenelektroden 24, 25 liegt ein Spannungsmesser 26 
an, mit dem eine VerSnderung des elektrischen Wechself eldes 
xn Folge von Bindungsereignissen detektierbar ist. 

Die Messung kann somit unabhangig von den Stromelektroden er- 
folgen, so dass sich z.B. deren die Elektrodenimpedanz erh5- 
hende Polarisation nicht auf die Messung auswirken kann. Da- 
gegen muss bei einer 2-poligen Elektrodenanordnung die Elek- 
trodemmpedanz durch eine entsprechend hohe, messtechnisch 
ungunstige Messfrequenz gering gehalten werden, urn den ftir 
die Messung ausschlaggebenden Widerstand der Analytl6sung 
bzw. der Reaktionsschicht bestimmen zu konnen 
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PatentansprUche 

1. DNA-Chip mit einem Flachtrager (2) und einem darauf ange- 
ordneten Array (3) von Fangermolekulen enthaltenden Spots (4) 
wobei jedem Spot (4) eine Mikroelektroden-Anordnung (5) zur 
Detektion von Bindungsereignissen zwischen den Fangermolekti- 
len and mittels einer Analytlosung applizierten Zielmolektilen 
zugeordnet 1st, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Elektrodenanordnung (5) zumindest teilweise in eine far 
Zielmolektile durchlassige hydrophile Reaktionsschicht (14) 
exngebettet ist, in der imiuobilisierte Fangenaolektile dreidi- 
mensional verteilt sind. 

2. DNA-Chip nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 

5 zeichnet, dass die Reaktionsschicht eine Dicke auf- 
wexat, die etwa ira Bereich von 1 bis 5 L li egt/ wobei L die 
Sumiae aus Elektrodenbreite und Elektrodenabstand ist. 

3. DNA-Chip nach Anspruch 2, g e k e n n z e i c h n e t 
durch eine Dicke der Reaktionsschicht (14) von 2 bis 
100 urn. 

4. DNA-Chip nach einem der Ansprtiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Reaktionsschicht (14) bis 
etwa 95 °c thermisch stabil ist. 

5. DNA-Chip nach einem der Ansprtiche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Reaktionsschicht (14) Kopp- 
lungsgruppen zur kovalenten Bindung von Fangermolektilen ent- 
halt . 

6. DNA-Chip nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch 

gekennzeichnet, dass die Reaktionsschicht (14) ein 
Hydrogel ist. 

7. DNA-Chip nach Anspruch 7, gekennzeichnet 
durch ein radikalisch vernetzbares Hydrogel auf Acrylamid- 
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basis mit Maleinsaureanhydrid und/oder Glycidyl (meth) acrylat 
als Kopplungsgruppen. 

8. DNA-Chip nach einem der Ansprtiche 1 bis 8, gekenn- 

zeichnet durch eine interdigitale Elektrodenanord- 
nung (5) . 

9. DNA-Chip nach einem der Ansprtiche 1 bis 9, da durch 
gekennzeichnet, dass der Flachtrager (2) eine Halb- 
leiterschicht und eine damit verbundene Isolierschicht (13) 
umfasst, wobei letztere auf ihrer der Halbleiterschicht abge- 
wandten Seite die Elektrodenanordnung (5) und die Reaktions- 
schicht (14) tragt. 

10. DNA-Chip nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Halbleiterschicht eine Silizium- 
schicht (12) ist. 
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Zusammenf assung 
Bio-Chip 

Die Erfindung betrifft einen Bio-Chip mit einem Flachtrager 
und eineia darauf angeordneten Array von Fangermolektilen ent- 
haltenden Spots, wobei jedem Spot eine Mikroelektroden- 
Anordnung zur impedanzspektroskopischen Detektion von Bin- 
dungs ereignis sen zwischen den Fangermolektilen und mittels ei- 
ner Analytlasung applizierten Zielmolektilen zugeordnet ist 
Zur Erhohung der Sensitivitat bzw. des bindungsspezif ischen 
Messeffekts des Bio-Chips ist die Elektrodenanordnung zumin- 
dest texlweise in eine Fangermolekiile enthaltende und fur 
Zxelmolektile durchlassige hydrophile Reaktionsschicht einge- 
bettet. 



FIG 2 
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FIG 5 




